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緒言  
歯周病の主な病原細菌に P o r p h y r o m o n a s  g i n g i v a l i s が知られている。本
菌 は 嫌 気 性 グ ラ ム 陰 性 菌 で あ り 、 様 々 な 歯 周 病 原 因 子 を 持 つ が 、 そ の 中
でも菌 体 表面あ る いは菌 体 外に分 泌 される 強 力なプ ロ テアー ゼ  ( K g p と
R g p )は 本 菌 の線 毛 な ど、 他 の 病原 因 子 の成 熟 化 にも 関 わ って お り 、 重 要
な病原因子である。  
K g p  および R g p は 各々リジン残基およびアルギニン残基の C 末 端側を切
断するプロテアーゼであり、K g p は１つの遺伝子 ( k g p )、R g p は２つの遺
伝子 ( r g p A と r g p B )にコードされている。翻訳直後の R g p A と K g p はシ
グ ナ ル ペ プ チ ド 領 域 、 プ ロ 配 列 領 域 、 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 、 凝 集 素 ド
メ イ ン の ４ つ の ド メ イ ン か ら な り 、 凝 集 素 ド メ イ ン は さ ら に ４ つ の サ ブ
ドメインから構成される。一方、R g p B は R g p A の凝集素ドメインの大部
分を欠いている以外は R g p A と極めて高い相同性を持つ。  
 こ れ ら の プロテアーゼについては、酵素学的解析は進んでいるものの、
菌 体 表 面 へ の 輸 送 や 活 性 化 に つ い て は 未 解 明 で あ り 、 本 研 究 は こ の 輸 送
活性化機構を明らかにする目的で行なわれた。  
実験 と結 果  
 P.  g i n g i v a l i s  の特徴の１つである血液寒天培地上での黒色コロニー形
成 能 は プ ロ テ ア ー ゼ 変 異 株 に お い て 顕 著 に 低 下 し て い る こ と か ら 、 黒 色
色 素 形 成 に K g p お よ び R g p が 関 与 し て い る と さ れ て い る 。 今 回 、
t r a n s p o s o n  m u t a g e n e s i sを用いて血液寒天培地上で黒色化しない変異株
を 分 離 し た 。 こ の 変 異 株 は 新 規 の 遺 伝 子  ( p o r T )  内 に t r a n s p o s o n挿 入 変
異があった。p o r T  変異株は b r a i n  h e a r t  i n f u s i o n  培地での増殖速度にお
い て は 野 生 株 と 変 わ ら な い が 、 K g p  お よ び  R g p  の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は
菌 体 、 培 養 上 清 と も ほ と ん ど 検 出 さ れ ず 、 K g p  R g p完 全 欠 損 株 と 同 様 な
性 状 （ 赤 血 球 凝 集 反 応 の 著 し い 低 下 や 線 毛 タ ン パ ク の 前 駆 体 の 蓄 積 ） を
示した。  
 P.  g i n g i v a l i s  を含むグラム陰性細菌は、その表層に内膜（細胞膜）と
外 膜 と い う ２ つ の 膜 構 造 を 持 ち 、 ２ つ の 膜 の 間 に ペ リ プ ラ ズ ム と よ ば れ
る 領 域 を も つ 。 そ の た め 菌 体 内 で 合 成 さ れ た 分 泌 タ ン パ ク は 内 膜 通 過 の
た め の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 領 域 を 持 つ 前 駆 体 と し て 合 成 さ れ 、 内 膜 を 通 過
す る 際 に シ グ ナ ル ペ プ チ ド 領 域 の 切 断 除 去 を う け 、 ペ リ プ ラ ズ ム 空 間 に
到 達 し た 後 、 様 々 な 機 構 に よ り 外 膜 を 通 過 し 成 熟 タ ン パ ク と な る 。 P.  
g i n g i v a l i s  の K g pと R g p Aも 細胞質内で約  1 9 0  k D a  のシグナルペプチド
領 域 を も つ 前 駆 体 と し て 翻 訳 さ れ 、 内 膜 と 外 膜 を 通 過 す る 段 階 で 何 ら か
の プ ロ セ ス を 受 け 菌 体 表 層 付 近 で 成 熟 型 ド メ イ ン タ ン パ ク に プ ロ セ ス さ
れ る 。 そ の 後 、 大 部 分 が 膜 結 合 型 と し て 存 在 す る が 、 一 部 が 菌 体 外 へ 分
泌されることが報告されている。  
 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 よ り p o r T  変 異 株 に k g p ,  r g p Aお よ び r g p Bの 転
写 産 物 が み ら れ た 。 菌 体 を 細 胞 質 、 内 膜 お よ び 外 膜 画 分 に 分 画 し 、 K g p
お よ び H g p 4 4（ 凝 集 素 ド メ イ ン の １ つ ） に 対 す る 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ
ロット解析により、それらの局在を調べた。また、スフェロプラスト (外
膜だけを部分的に破壊した状態の菌体 )とペリプラズムに分画し、同様の
解 析 を 行 な っ た 。 そ の 結 果 、 p o r T  変 異 株 で は 成 熟 型 の K g p  ( 5 1  k D a )や
H g p 4 4  ( 4 4  k D a )は検出されず、ペリプラズム画分に高分子量  ( 1 8 0～ 1 9 0  
k D a )  の K g p前駆体が蓄積していることが示唆された。この蓄積している
高分子量 K g pは質量分析法により解析したところ、プロ配列領域から C末
端の凝集素ドメインを含む前駆体であった。また、質量分析法から、R g p A
および R g p Bも同様 に前駆体の状態で蓄積されていることがわかったが、
K g p ,  R g p Aおよび R g p Bのい ずれの前駆体においてもシグナルペプチド領
域は検出されなかった。  
 一 方 、 イ ムノブ ロット解 析から P o r Tタンパクは内膜 画分に存 在してい
ることが示唆された。  
考察  
グ ラ ム 陰 性 菌 で は ペ リ プ ラ ズ ム と 外 膜 に 存 在 す る タ ン パ ク の ほ と ん ど が
そ の N末 端 に シ グ ナ ル ペ プ チ ド 領 域 を も っ た 前 駆 体 と し て 細 胞 質 内 で 合
成 さ れ 、 S e c膜 透 過 装 置 に よ り 内 膜 の 外 側 に 輸 送 さ れ る 。 K g pお よ び R g p
も 典 型 的 な シ グ ナ ル ペ プ チ ド 領 域 を も つ こ と か ら 、 お そ ら く 、 こ の 装 置
に よ り 内 膜 を 通 過 す る も の と 思 わ れ る が 、 そ の 後 の 機 構 に つ い て は 全 く
わかって いない。 P o r Tはシグナルペ プチド領 域を有し ており、 内膜画分
に 存 在 を み と め た が 、 構 造 上 、 膜 貫 通 領 域 を も っ て い な い こ と や 、 プ ロ
テ ア ー ゼ K処 理 実 験 の 結 果 と 合 わ せ る と 内 膜 に 一 部 分 結 合 し た 状 態 で 存
在していると考えられる。  
p o r T  変 異 株 で は K g p ,  R g p Aお よ び R g p Bは シ グ ナ ル ペ プ チ ド 領 域 を 欠 く
前駆体としてペリプラズムに蓄積することから、P o r T  は内膜通過後のこ
れ ら の 前 駆 体 の 外 膜 へ の 輸 送 や 成 熟 化 プ ロ セ ス に 関 与 し て い る こ と が 示
唆された。  
 
 
